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(54)'ntie: DENDRIMERIC GRAFT POLYMERS 

(54) Bezetchnung: DENDRIMERE PFROPFPOLYMERISATE 



-(crV-crV 



0«C-0-(CHj)„-CH-CHR^ 
X X 



(10 



.(CRV-CRV (IE) 
Y 

(57) Abstract 

The invention concerns dcndrimeric graft polymers based on base earners containing hydroxyl groups and on the surfaces of which 
polymers arc covalently bound, the following conditions applying: a) the base carrier contains aliphatic hydroxyl groups; b) the covalcntly 
bound polymers are bound by an end-position monomer unit to the basic carrier, c) the polymers at the branching points of the dendrimeric 
structure contain monomer units of formula (II); and d) the dendrimeric polymers contain mcMiomcr units of formula (III); R^ R^, R^ 
independently of one another stand for H or CH3, R* stands for H, C1-C5 alkyl or C6-C12 aryl, n is an integer between 1 and 5, one 
group X is OH and the odier group X is an end-position monomer unit of a further polymer chain, and Y stands for a group containing a 
separation effector. The invention also concerns the production of these dendrimeric graft polymers and their use as separating agents for 
liquid chromatography. 



(57) ZttsanunenfaiCTung 

Die Eifindung betrif!t dendrimere Pfiopfpolymerisate auf der Grundlage von hydroxylgnippcnhaltigen Basistragem, auf deien 
Oberfi&rhen Polymeie kovalent gebunden $ind, wobei a) der Basistiflger aliphatische Hydioxylgnippen endiSlt, b) die kovalentgebundenen 
Polymeren Qber eine endstfindtge Monomereinheit an den Basistrilger gebunden sind, c) die Polymeren an den Verzweigungsstellen der 
dendrinieren StruKtur Monomereinheiien der rormei (ii) enumiien, u) lilc ucitdfirricreij Poiynieicri IvIonoriiCi^iiuieiiCn ucr FurTnel (ITI) 
enthaltcn, worin und R' unabhftngig voneinandcr H oder CH3, R* H, Ci-Cj-AlkyI oder C6-Ci2-Aryl, n cine ganzc Zahl zwischen 1 
und 5. ein Rest X OH und der andexe Rest X etne endst&ndige Monomereinheit einer weiteren Polyntericette darstellt. und Y einen Rest, 
der einen SeparationsefTektor enthflit, bedeuten. Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstellung dieser dendrimeren Pfropfpolymerisate und 
ihie Verwendung als Tlnennmaterialien fUr die FlQssigkeitschromatographie. 
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Dendrimere Pfropfpolymerisate 

Die Erfindung betriffl dendrimere Pfropfpolymerisate und ihre Verwendung 
als Trennmaterialien fOr die Flussigkeltschromatographie. 

Aus DE 38 11 042 sind Trennmaterialien fiirdie Chromatographie bekannt. 
die lineare Propfpolymere aufweisen. Diese Materialien weisen gegenOber 
Trennmaterialien. die vernetzte Polymere enthatten. deutliche Vorteile auf. 
Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es. Trennmaterialien mit 
vertjesserten Eigenschaften berertzustellen. 



Aus DE 43 10 964 sind oxiranhaltige aktivierte TrSgermaterialien bekannt. 
bei denen Monomere der Formel I auf einen hydroxylgruppenhaltigen 
Basistrager aufgepfropft sind, 

15 

I 

0=C-0-(CH2)„CH-CHR' I 

\ / 

20 0 



worin 

Ri. R2 und R3 unabhSnglg voneinander 
HoderCHa. 

25 H. Ci-Cs-AlkyloderCg-CirAryl 
und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 
bedeuten. 



30 Es wurde gefunden. da& sich diese aktivierten Tragermaterialien zu den 
erflndungsgemaaen Pfropfpolymerisaten mit dendrimerer Struktur umset- 
zen lassen. Dabei werden auf das bekannte Pfropfpolymerisat mit linearer 
Polymerkette (Polymerkette erster Generation) wiederum lineare Polymere 
aufgepfropft (Polym ri<ette zwelter Generation), wobei dieser Schritt mehr- 

35 fach wiedertiolt werden kann (Polymeritetten hOherer Generation). 



ORIGINAL UNTERLAGEN 
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Soentst h nv rzw igte Pfropfpolymere. die jedoch keine Vernetzung 

aufweisen. ZusStzlich werden. entsorechend den wnmoeoh^^,- 

tographischen Trennverfahren. Separationseffektoren eingefOhrt. Die 
resultlerenden Trennmaterialien weisen verbesserte Eigenschaften auf. 

Die fur die verschiedenen chromatographischen Trennungsverfahren not- 
wendigen Separationseffektoren sind als feste Phase an einen Basistrager 
gebunden und gehen unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit den 
Analyten der Probe ein. Fur verschiedene chromatographische Tren- 
nungsmethoden sind dem Fachmann geeignete Separationseffektoren 
bekannt; beispieisweise: ionische oder ionenbildende (ionogene) Gruppen 
fiir die lonenaustauschchromatographie, Affinitatsliganden fur Affinitats- 
chromatographie, wozu auch die Metallchelatchromatographie gehort. 
hydrophobe Gruppen fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie oder 
reversed phase Chromatographie und vonwiegend netzartige porSse 
hydrophile Gruppen fiir die Gelpermeationschromatographie. Fiir die 
Abtrennung von niedermolekularen Analyten aus proteinhaltigen Matrices 
sind l^aterialien mit hydrophilen und hydrophoben Bereichen bekannt. die 
entweder durch ihre Porenstruktur (US 4.544.485; EP 0 173 233) oder 
durch hydrophile Abschinnung (US 5,277,813) die unerwiinschte Bindung 
der Proteine an die hydrophoben Bereiche venmeiden. 

Gegenstand der Erfindung sind dendrimere Pfropfpolymerisate auf der 
Grundlage von hydroxylgmppenhaltigen BasistrSgern. auf deren Ober- 
flachen Polymere kovalent gebunden sind, wobei 

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthSIt, 

b) die kovalent gebundenen Polymeren Qber eine endstandige 
Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind. 

c) die Polymeren an den Verzweigungsstellen der dendrimeren Struktur 
Monomereinheiten der Formel II enthalten 

-(CR^R^-CRV 
I 

0=C-0.(CHj)-CH-CHR* " 

I I 
X X 



wo 96/31549 



-3- 



PCT/EP95/01278 



d) und die dendrimeren Pfropfpolymerisate Monomereinheiten der 
Formel Ml cnthsaHen 



-(CR'R^CR> 

I III 
Y 



worin 

R\ R2 und R3 unabhangig voneinander 
10 HoderCH3, 

H, Ci-Cs-Alkyl oder Cs-C.z-Aryl. 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest X OH und der andere Rest X eine endstandige Monomer- 
einheit einer weiteren Polymerkette darstellt, 
und 



15 



20 



Y einen Rest, der einen Separationseffektor enthalt. 

bedeuten. 

Die erfindungsgemaBen dendrimeren Pfropfpolymerisate sind erhaitilch 
durch folgende Reaktionsschritte: 

a) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxylgruppen- 
haltigen Basistrager in Gegenwart von Cer-IV-lonen. 

cr'r^=cr^ 



0=C.0-(CH2)„CH-CHR^ I 

M 

0 

worin Ri. R2. R3. R4 und n die bereits genannten Bedeutungen 
30 besitzen; 

b) zumindestens teilweise Umsetzung der Oxirangruppen in Dioigruppen; 

c) Aufpfropfung von weiteren Monomeren. beispielsweise von weiteren 
Monomeren der Formel I, oder auch Monomeren. die Separations- 
effektoren nthalten, in Gegenwart von Cer-IV-lonen- 

35 
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d) optionale. auch mehrfache Wiederholung der Schritte b) und c); 

Pinfnhninn imn Daemon — .... 

J, . J ocpatauuiiscMciMuien, soweiT 01686 nicht 

bereits durch die Aufpfropfreaktion mit Monomeren. die 
Separationseffektoren enthalten, eingefuhrt sind; 
f) optionale Ringoffnung verbliebener Oxirangruppen. 



Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen 
dendrimeren Pfropfpolymerisaten bei der Trennung von Gemischen min- 
destens zweier Substanzen. insbesondere zur Trennung von Biopoly- 
meren, mittels FIQssigkeitschromatographie, insbesondere mittels lonen- 
austausch- und Affinitatschromatographie. Eine weitere erfindungsgemafie 
Verwendung ist die Abtrennung von niedermolekularen Analyten aus 
proteinhaltigen Matrices. 



15 Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung von den- 
drimeren Pfropfpolymerisaten mit folgenden Verfahrensschritten: 
a) Aufjjfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxyl- 
gruppenhaltlgen BasistrSger in Gegenwart von Cer-IV-lonen, 

20 CR'r^=CR^ 

0=C-0-(CH2)„CH-CHR'' I 



25 



30 



\ / 

O 



worin 

R'. R2 und R3 unabhSngig voneinander 
HoderCHa. 

H, Ci-Cj-Alkyl Oder Cg-Ciz-Aryl 

und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 

bedeuten, wobei aus DE 43 10 964 bekannte aktivierte TrSgennate- 

rialien entstehen, 



35 
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b) zumindest t ilweise Umsetzung der Oxirangruppen in Diolgruppen; 

c) Aufpfropfung von Mcncrrsrsr; der Forme; i oder von Monomeren der 
Formel Vauf die in Schritt b) entstendenen Diolgruppen in Gegenwart 
von Cer(IV)ionen, 



CR'R =CR' 
I 

o=c-w 



wonn 

W OH Oder NHRs 

und 

CrCio-AII<yl, das mit einem Amino-. Monoalkylamino-, 
Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- oder 
1 5 Sulfonsaurerest substituiert ist, 

bedeuten, 

wobei die Schritte b) und c) einmal oder auch mehrfach wiederholt 
werden konnen, . 

d) Einfiihrung der Reste, die die Separationseffektoren enthalten, soweit 
20 diese nicht bereits durch die Aufpfropfreaktion mit Monomeren der 

Formel V erfolgt ist 

und 

e) optionale Ringoffnung verbliebener Oxirangruppen 

25 Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Trennung von Gemischen 
mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von Biopoly- 
meren. mittels FIQssigkeitschromatographie, insbesondere mittels lonen- 
austausch-, hydrophober Interaktions- oder Affinitatschromatographie. 
unter Venwendung der erfindungsgemSBen dendrimeren Pfropfpoly- 

30 merisaten. Weitere erfindungsgemSBe Verfahren betreffen die Abtrennung 
von niedennolekularen Analyten aus proteinhaltigen Matrices mit Hilfe von 
erfindungsgemSBen dendrimeren Trennmaterialien. 



35 
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Abbildung 1 z igt di AbhSngigkeit von Selektivitat a (Kurve A) und Bin- 
dungskapazitat (Kun/e B) von diethylsfT^ir-substituierten (DEA) ionen- 
austauschern mit verschiedenem Verzweigungsgrad (Probennummer als 
Abzisse). Die experimentellen Einzelheiten finden sich in Anwendungs- 
beispiel A. Es zeigt sich. daB die Selektivitat von verzweigtem Material 
deutlich hbher ist als von unverzweigtem Material. Die Bindungskapazitat 
nimmt, verglichen mit unverzweigten Vergleichsmaterial, bei geringer 
Verzweigung zu, failt aber bei starker Verzweigung deutlich ab. 

Die Abbildungen 2 und 3 zeigen den Versuchsaufbau fiir die Abtrennung 
von Analyten aus biologischen Matrices, beispielsweise Serum oder 
Plasma, unter Venwendung von erfindungsgemSBen Trennmaterialien. 
Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse eines Wiederfindungsversuchs unter 
Venwendung eines nach Beispiel 9 hergestellten Trennmaterials. Nahere 
experimentelle Einzelheiten finden sich in Anwendungsbeispiel B. 

Die erfindungsgemaBen dendrimeren Pfropfpolymerisate zeichnen sich 
durch eine baumartig verzweigte Struktur aus, wobei ein erstes lineares 
Polymer auf einen Basistrager. der aliphatische Hydroxylgruppen enthait. 
aufgepfropft ist. Dabei w^erden Monomere der Fonnel I. wobei die Reste R\ 
R2. R3 und R4, sowie n die bereits genannten Bedeutuhgen besitzen, in 
Gegenwart von Cer-IV-lonen aufgepfropft, wobei ein lineares Pfropf- 
polymerisat entsteht. Die GrundzQge dieser Reaktion sind von G. Mino und 
S. Kaizennan (1958) J. Polymer Science 21. 242-243. und G. Mino et al. 
(1959) J.Polymer Science 3fi. 393-401. beschrieben. Das Polymer enthait 
zunachst Oxiranreste, die anschlieBend vollstandig oder teilweise zu 
Diolgruppen umgesetzt werden. Dazu wird eine Behandlung mit verdiinnter 
Schwefelsaure bevorzugt. 

Auf die somit entstandenen aliphatischen Hydroxylgruppen dieses Poly- 
mers (erste Generation) konnen nun erneut Monomere der Formel I in 
Gegenwart von Cer-IV-lonen aufpolymerisiert werden. Das resultierende 
Polymer (zweite Generation) ist in sich selbst linear. Die Gesamtstruktur Ist 
jedoch V rzweigt. 
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Um zu noch starker v rzweigten dendrimeren Pfropfpolymerisaten zu 
aelanaen. konnen die nenanntpn ArhoitccrhriHa 

— — ' ~ - . . .■.ww^ii.wtt V«0'IW<£ll. Wilt- 

setzung der Oxirangruppen in Diolgruppen und Polymerisation von Mono- 
nneren der Fomiel I in Gegenwart von Cer-IV-lonen. 



Zusatzlich werden die fur die chromatographischen Trennungen notwen- 
digen Separationseffektoren eingefiihrt. die als feste Phase an einen Basis- 
trager gebunden sind, und die unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit 
den Analyten der Probe eingehen. FQr verschiedene chromatographische 
Trennungsmethoden sind dem Fachmann geeignete Separationseffektoren 
bekannt, beispietsweise: 

a) Fur die lonenaustauschchromatographie sind ionische Gruppen wie 
beispielsweise quatemare Ammoniumalkylgmppen und die 
SOs-Gruppe, sowie ionogene Gruppen, die unter bestimmten 
pH-Bedingungen lonen bilden. bekannt. Zu der letzten Gruppe 
gehSren beispielsweise die alkylierten Aminogruppen, sowie die 
Carboxyl- und die PhosphorsSuregruppe. 

b) Fur die Affinitatschromatographie sind dem Fachmann sehr viele 
Affinitatsliganden bekannt, die jeweils mit dem Analyten eine 
strukturell gegebene Bindung eingehen, und die als 
Separationseffektoren geeignet sind. beispielsweise: 



5 



Tabeltel: 

AfRnrtatsligand 



Analvt meispieh 

Immunglobuline 

Glycoproteine 

Avidin/Streptavidin 

Biotin 

Biotin 

NAD-abhangige Oxidoreduktasen 
NADP-abhangige Oxidoreduktasen 
RNA Oder DMA 



25 



Protein A 
Concanavalin A 
Biotin 
Avidin 
Streptavidin 

5-Adenosinmonophosphat 
2\ 5*-Adenosindiphosphat 
Aminoacridin 



30 



35 
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Tabelle 1 (Fortsetzung): 
Affinitatsligand 



Boronsdure 
Boronsaure 
Iminodiessigsdure 
•Ihiophile" Liganden 
Cibachromblau 



Analyt (Beispiel) 



Katecholamine 
glykosyliertes Hamoglobin 
Metalloproteine 
Immunglobuline 
monoklonale Antikorper 



c) Fur die hydrophobe Interaktionschromatographie sind ungeladene 
1 0 hydrophobe Separationseffektoren ubiich. beispielsweise Ci-C2o-Alkyl, 

C6-C25-Aryl, CrCas-Alkylaryl oder C7-C25-Arylalkyl. die auch einfach 
Oder mehrfach mit Nitril oder Ct-Cs-Alkoxy derivatisiert sein konnen, 
wobei auch eine oder mehrere nicht benachbarte CH2-Gruppen durch 
NH Oder O oder auch eine oder mehrere CH-Gruppen durch N ersetzt 
15 sein konnen. oder Polyoxyethylen- oder Polyoxypropylenderivate 

I(CH2)m-0-]o-R9, worin m 2 oder 3, o eine ganze Zahl zwischen 1 und 
200 und R9 H oder Ci-Cs-AlkyI bedeuten. Bevorzugt werden 
besonders Reste mit mittlerer oder geringer Hydrophobizitat. Diese 
Reste kOnnen als AlkyI- oder Arylreste. als Alkoxy- oder Aroxyreste 
20 Oder ats AlkoyI- oder Aroylreste eingefilhrt werden. 



d) Fiir die Gelpermeationschromatographie werden hydrophile Verbin- 
dungen. die vorzugsweise Poren oder Netzwerke ausbilden. als 
Separationseffektor benutzt. Dazu gehoren (Meth)acrylsaurederivate 

25 wie Acrylamid oder Methacrylamid. femer (2,3-Dihydroxypropyl)- 

methacrylat oder N-(2-Methoxyethyl)acrylamid oder N-(2,3-Dihy- 
droxypropyl)-acrylamid. AuBerdem gehoren dazu vinylierte Hetero- 
cyclen, wie z.B. 1-Vinylimidazol, N-Vinylpyrrolidon. 2-Vinylpyridin. 
4-Vinylpyridin, 4-Vinylpyrrolidon-N-oxid, 

30 

e) Fur die Abtrennung von niedemnolekularen Substanzen aus biologi- 
schen Proben (z.B. Urin oder Blut) werden sogenannte abgeschirmte 
Phasen venvendet. Diese Trennmaterialien weisen sowohl hydro- 
phobe als auch hydrophile B reiche auf. Dabei treten die hydropho- 

35 ben Bereiche, deren Struktur den oben (siehe c)) enwahnten hydro- 

phoben Tr nnmaterialien ntspricht. in Wechs twirkung mit den 



wo 96/31549 



PCT/EP95/01278 



-9- 



niedermolekularen Analyten der Probe. Die hydrophilen Bereiche 
yerhinderr die Wschsslvvirkung cJer I lochmoiekuiaren Anteile der 
Probe (2.B. der Proteine) mit den hydrophoben Bereichen. Dendrimere 
Pfropfpolymerisate entsprechend der vorliegenden Erfindung eignen 
5 sich in hervorragender Weise als abgeschinmten Phasen fur die 

Abtrennung von Analyten aus biologischen Matrices. 

Zur EinfQhrung der Separationseffektoren sind verschiedene Reaktions- 
wege moglich: 

10 a) Die Separationseffektoren werden durch Reaktion mit den den 
Oxiranresten, die nach der Polymerisation mit Verbindungen der 
Formel I vorhanden sind. in den Trager eingebaut; z.B.: 
a1) die Reaktion mit schwefliger Saure Oder ihren Salzen oder mit 
primaren, sekundaren oder tertiSren Aminen, wobei lonenaus- 
1 5 tauscher entstehen; 

a2) die Reaktion mit Iminodiessigsaure oder die EinfQhrung thiophiler 
Liganden, oder anderer Affiniatsliganden wie Protein A, wobei 
Trager fdr die Affmitatschromatographie entstehen; 
a3) die Reaktion mit Alkoholen. Phenolen oder auch primaren 
20 Aminen, wobei hydrophobe Trennmaterialien entstehen. 

Hydrophobe Separationseffektoren lassen sich beispielsweise auch 
durch Esterbindungen an Hydroxylgruppen, wie sie durch Hydrolyse 
der Oxiranreste entstehen. einfuhren. 



26 



30 



Bei der Reaktionsfolge nach a1) entstehen beispielsweise Verbin- 
dungen, be! denen der Rest Y aus Formel III die Bedeutung von 
Fonmel IV besrtzt, 



0=C-0.(CH2)„-CH-CHR' IV 
I I 

z z 



35 
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worin 

H. Ci-Cs-Aikyl Oder Ce-Ciz-Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest Z OH und der andere Rest Z einen Rest, ausgewahit aus der 
5 Gruppe NRsRe, N+RsReR?, PO4H2 und SO3H, 

und 

R5. R6 und R7 unabhangig voneinander 

Ci-C4-Alkyl, wobei einer oder beide Reste R5 oder Re 
auch H sein kann, 

10 bedeuten. 

b) Bei der letzten Pfropfpolymerisation konnen statt der Monomeren der 
Formel I die aus DE 38 1 1 042 bekannten Monomeren eingesetzt 
werden, wobei die aus dieser Druckschrift bekannten Gruppen als 
Separationseffektoren eingefuhrt werden. Dazu gehoren beispiels- 

1 5 weise Monomeren der Formel V. 

cr'r^=cr^ 

I V 

o=c-w 

20 

worin 

W OH Oder NHRe 
und 

R8 Ci-Cio-Alkyl, das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkyl- 
25 amino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- oder Sutfonsaurerest 

substituiert ist, 
bedeuten. 

In den nach Verfahrensvariante b) hergestellten Tragermaterialien bedeutet 
3Q der Rest Y aus Formel III einen Rest nach Formel VI, 

0=C-W ^' 



35 
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worin 

vv v-/n ucitsi i>inr\<> 

und 

R8 CrCio-Alkyl. das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, 
5 Trialkylammonium-, Carboxyl- oder Suffonsaurerest substituiert ist. 

bedeuten. 

Bevorzugte Monomere der Formel V sind solche, bei denen W eine der 
folgenden Bedeutungen besitzt: OH. NH(CH2)2N(CH3)2, NH{CH2)2N(C2H5)2. 
10 NH{CH2)2N-(CH3)3, NHC(CH 3)2CH2S03H Oder NH(CH2)2S03H. 

Nachdem die beschriebenen Umsetzungen ausgefuhrt wurden, konnen 
gegebenenfalls noch verbliebene Oxiranreste hydrolysiert werden, 
beispielsweise durch eine abschliefiende Behandlung mit verdunnter 
15 Schwefelsaure. 

Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, daB ein Fach- 
mann die obige Beschreibung in weitesten Umfang nutzen kann. Die bevor- 
zugten Ausfuhrungsfomien sind deswegen lediglich als beschreibende. 
20 keineswegs als in irgendeine Weise limitierende Offenbarung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefOhrten 
Anmeldungen. Patente und VerSffentlichungen, insbesondere der 
deutschen Anmeldung P 43 34 351, eingereicht am 08.10.1993, sind durch 
25 Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 

Die folgenden Beispiele sollen den Gegenstand naher eriautern; diese 
Beispiele stellen keine Einschrankung des Erfindungsgegenstandes dar. 

30 



35 



wo 96/31549 



PCT/EP95/01278 



-12- 

Beispi le 

Herstellungsbeisptele 

5 In den folgenden Herstellungsbeispielen bedeutet Raumtemperatur (RT) 
15-30 "C. Die Polymeriation wird in einem Dreihalskolben geeigneter 
GroBe. der mit Ruhrer. Tropftrichter und Thermometer ausgerustet ist. 
ausgefuhrt. Gewaschen wird durch Absaugen auf einer Glasfrrtte (G2). 

10 

BfiiscifiLl: Herstellung eines oxiran-akttvierten Tragers ausgehend 
von Fractogel®.TSK HW 65 (S) 

Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem Fractogel®-TSK HW65 (S) 
1 5 und 66 ml Wasser werden mit 3 g Ammoniumcer(IV)nitrat (gelost in einer 
Mischung aus 180 ml Wasser und 3 g HNO3 (65 %)) bei Raumtemperatur 
unter starkem RCihren vemiischt. Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer 
Losung von 6 g (2.3-Epoxypropyl)-methacrylat in 44 ml Dioxan. Es wird 
eine Stunde weitergeruhrt. AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt 
20 zweimat mit je 200 ml Wasser, dreimal mit je 100 ml Aceton und dreimal mit 
je 200 ml Wasser gewaschen. 



Beigptel 2: Herstellung eines oxiran-aktivierten Tragers ausgehend 
von LiChrosphers>-Diol 

Die Herstellung erfolgt entsprechend Beispiel 1, LiChrospher^-DIOL (Par- 
tikelgrolie 15-25 pm. PorengroBe 80 nm) wird als Basistrager anstelle von 
Fractogel®-TSK HW 65 (S) venA^endet. 
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Beispiel 3 : Aufpfropfung eines Poiymeren auf ein diolhaltiges 
Poiy iTier (crzeugung der dendrimeren Struktur) 

Stufe 1 : Oberfiihrung der Oxiran- in Diolgruppen 
100 ml abgesaugtes oxiran-aktiviertem Tragermaterial hergestellt nach 
Beispiel 1 werden mit 200 ml 0,5 M SchwefelsSure (1 Stunde. 50 "C) 
hydrolysiert und somit die Oxirangruppen in Diolgruppen uberfuhrt. An- 
schlieBend wird dreimal mit je 200 ml Wasser gewaschen. 

Stufe^: Aufpfropfen einer weiteren Polymerkette 
Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem Material aus Stufe 1 und 
66 ml Wasser werden mit 3 g Ammoniumcer(IV)nitrat (gelost in einer 
Mischung aus 180 ml Wasser und 3 g HNO3 (65 %)) bei Raumtemperatur 
unter starkem Riihren vemiischt. Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer 
L6sung von 6 g (2,3-Epoxypropyl)-methacrylat in 44 ml Dioxan. Es wird 
eine Stunde weitergerOhrt. AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt zwei- 
mal mit je 200 ml Wasser. dreimal mit je 100 ml Aceton und dreimal mit je 
200 ml Wasser gewaschen. 

Es resultiert ein einfach verzweigtes dendrimares Material mit Oxiranresten. 



Bgigpiel 4 : Aufpfropfung eines Poiymeren auf ein diolhaltiges 
Polymer (Erzeugung von mehrfach verzweigten den- 
drimeren Struiduren) 

Das Material aus Beispiel 3 wird nochmals der in Beispiel 3 beschriebenen 
Reaktionsfolge untenworfen. Es entsteht ein zwelfach verzweigtes den- 
drimares Material mit Oxiranresten. 

Dieses Material kann wiederum der in Beispiel 3 beschriebenen Reak- 
tionsfolge unterworfen werden. Dabei entstehen dendrimSre Materialien mit 
Oxiranresten und mit hdhergradiger Verzweigung. 
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Beispiel 5 : Synth se ein s mit Diethyiamin substituierten 
dendrimeren Trennmaterials 

100 ml abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 3 (einfach verzweigt) 
5 werden in 100 ml Wasser suspendiert und 100 ml Diethyiamin zugegeben. 
Anschliefiend wird 20 Stunden bei Raumtemperatur weitergeruhrt. Danach 
wird das Reaktionsprodukt zweimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. 

Das gewaschene Reaktionsprodukt wird in 100 ml einer 0.5 M Schwefel- 
10 saurelosung suspendiert und zwei Stunden bei 40 ""C langsam geruhrt. 
Danach wird mit 0,25 M Phosphatpuffer (pH 7) bis zum Neutralpunkt, 
anschlie&end mit Wasser gewaschen. Das Gel wird in .wa&riger Suspension 
unter Zusatz von 0,02 % Natriumazid gelagert. 

15 

Beispiel 6 : Synthese eines mit Diethyiamin substituierten, zweifach 
verzweigten dendrimeren Trennmaterials 

1 00 ml abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 4 (zweifach verzweigt) 
20 werden in wie in Beispiel 5 beschrieben mit Diethyiamin umgesetzt. 

In entsprechender Weise sind auch hOher verzweigte mit Diethyiamin 
substituierte dendrimere Trennmaterialien zuganglich. 

25 

Beispiel 7 : Hersteilung eines Affinitatstragers fur die 
Metail-Chelat-Chromatographte 

Eine Ldsung von 15 g NaOH und 25 g Iminodiessigsaure in 100 ml Wasser 
30 wird mit konzentrierter HCI auf pH 1 1 eingestellt und mit 1 g Aktivkohle 

entfarbt. Zu dieser Ldsung werden 50 ml abgesaugtem oxiran-aktiviertem 
Tragermaterial hergestellt nach Beispiel 4 (zweifach verzweigt) gegeben. 
Die Losung wird bei 45 °C 20 Stunden gerQhrt. Das Reaktionsprodukt wird 
abgenutscht, mit je 250 ml 0,5 M NaOH und mit Wasser gewaschen. Die 
35 nicht umgesetzten Oxirangruppen durch B handlung mit 100 ml 0.5 M 
Schwefelsaure (2 Stunden. 45 X) hydrolysiert. 
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AnschlieB nd wird das Affinitatstragermaterial einmal mit 100 ml 0.5 M 
Schvvsfoioaure. r«eimal mil 100 mi vVasser, einmai mit iOO ml 0.5 M 
Phosphatpiiffer pH 7 und einmal mit 100 ml 1 M NaCI-Losung gewaschen. 
Das Gel wird in 0,02 M Phosphatpuffer pH 7 mit einem Zusatz von 1 M 
5 NaCI und 0.02 % NaNj gelagert. 



Beispiel 8: Herstellung eines sauren lonenaustauschers 

10 Stufel : 

100 ml Gel hergestellt nach Beispiel 3 werden in 160 ml 0,5 M Schwefel- 
saure suspendiert und eine Stunde bei 45 "C gerOhrt. AnschlieBend wird 
dreimal mit je 500 ml Wasser gewaschen. 

15 SllifBJ2: 

10 g NaOH werden in 200 ml Wasser gelost und 2-Acrylamido-2-methyl- 
propansulfonsaure zugefiigt, bis der pH 4 betragt (ca. 45 g; Monomeren- 
lOsung). Als Starterlfisung fOr die Polymerisation werden 8,2 g Ammonium- 
cer(IV)nitrat in 50 ml 0,5 M Salpetersaure gel6st. 

20 

100 ml Gel aus Stufe 1 werden in der Monomerenlfisung suspendiert und in 
einen Dreihalskolben gefullt. die Starterldsung wird in den daran ange- 
schlossenen Tropftrichter gefOllt. Die Apparatur wird dreimal evakuiert und 
mit Argon begast. Unter Ruhren (150 UpM) wird nun die Starteribsung 

25 zulaufen lassen und anschlieliend bei 40 oC vier Stunden weitergeriihrt. 
AnschlieBend wird das Produkt mit 200 ml 1 M Natriumsulfit in 1 M 
Schwefelsaure. mit 1 I Wasser, mit 3 1 0.1 M NaOH, mit 500 ml 1 M 
Natriumacetatpuffer pH 7 und mit 500 ml Wasser gewaschen. Das Produkt 
wird in 20 mM Phosphatpuffer pH 7 mit einem Zusatz von 0,02 % NaNj 

30 gelagert. 
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Bgiaptel 9: H ret llung inesTrag rmaterials fiir die Bestimmung 
von niedermolekularen Substanzen 

... ^.-g. — 1-..W., 

Matrices 

5 Stufe 1 : Herstellung eines Glycidyloxypropyl-Tragers 

10 g eines LiChrospher® Si 60. Partikelgroae 25 pm. mit einer spezifischen 
Oberflache von 380 mVg und einem mittleren Porendurchmesser von 9 nm 
(E. Merck. Danmstadt) werden in 50 mi Toluol suspendiert und nach Zugabe 
von 3.8 ml (4 mmol/m2) Gycldyloxypropyl-methyl-dimethoxysilan 5 Stunden 

1 0 unter Riihren am RuckfluB gekocht. Nach dem Absaugen des Materials 
wird es Toluol und Methanol nachgewaschen und getrocknet. 

Siufe_2: Ringeffnung des Glycidyloxypropyl-Tragers zur Diol-Phase 
Das erhaltene Produkt aus Stufe 1. wird in 50 ml einer 5%igen Schwefel- 

1 5 saure-LOsung suspendiert und zur Offnung des Epoxyringes 3 Stunden 
unter langsamen RQhren am RQckfluB gekocht Nach dem Absaugen der 
Reaktionssuspension. wird mit Wasser sulfatfrei gewaschen und nach 
nochmaligem Auswaschen mit Methanol getrocknet. Man erhalt einen Diol- 
Trager (Kohlenstoffgehalt 7.6 %; entsprechend 2.81 mmol/m2 Diol- 

20 Gruppen). 



SlufB^: Erste Pfropfpolymerisation 

Zu einer Suspension aus 40 ml sedimentiertem LIChrospher«-Diol aus 
Stufe 2 und 60 ml Wasser werden mit 0,8 g Ammoniumcer(IV)nitrat (geldst 
in einer Mischung aus 40 ml Wasser und 1,2 g HNO3 (65 %)) bei Raum- 
temperatur unter starkem RQhren vermischt. Nach 1 Minute erfolgt die 
Zugabe einer L6sung von 1.2 g (2.3-Epoxypropyl).methacrylat in 15 ml 
Dioxan. Es wird eine Stunde weitergeruhrt. AnschlieBend wird das Reak- 
tionsprodukt zweimal mit je 200 ml Wasser. dreimal mit je 100 ml Aceton 
und dreimal mit je 200 ml Wasser gewaschen. 
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Stufe 4: Schwefelsaurehydrolyse 

.... w wciucM III lou rni u.o ivi ocnweteisaure suspendiert 

und eine Stunde bei 45 "C geruhrt. AnschlieBend wird dreimal mit je 500 ml 
Wassergewaschen. 

Stufe 5: Zweite Pfropfpolymerisation 

0.8 g Amnnoniumcer(IV)nitrat werden in einer Mischung aus 40 ml Wasser 
und 1,2 g HNO3 (65 %) gelost. Diese Losung wird zu einer Suspension aus 
40 ml sedimentiertem gepfropften LiChrospher®-Diol aus Stufe 4 und 60 ml 
Wasser bei Raumtemperatur unter starkem ROhren zugefugt, Nach 
1 Minute erfolgt die Zugabe einer Losung von 1,2 g {2,3-Epoxypropyl)- 
methacrylat in 15 ml Dioxan. Es wird eine Stunde weitergeruhrt. Anschiie- 
Bend wird das Reaktionsprodukt zweimal mit je 200 ml Wasser. dreimal mit 
je 100 ml Aceton und dreimal mit je 200 ml Wasser gewaschen. 

Stufe£: Umsetzung des dendrimeren Pfropfpolymeren mit hydrophoben 
Uganden 

5 g des getrockneten TrSgermaterials aus Stufe 5 werden bei 0 in 
trockenem Chlorofomi suspendiert. Zu dieser Lbsung werden 60 ml ge- 
trocknetes Triethylamin zugegeben. AnschlieRend wird eine Losung von 2 g 
Stearoylchlorid in 25 ml Chloroform, bei Kuhlung auf 4 X. innerhalb von 
3 Stunden zugegeben. 

Nach der Zugabe des Saurechlorids wird 48 Stunden bei Raumtemperatur 
nachgeriihrt und das Gel anschlieBend mit jeweils 50 ml Chloroform. 
Methanol, Wasser und Methanol gewaschen und getrocknet. 

Stufe 7: SchwefelsSurehydrofyse 

40 ml Gel aus Stufe 6 werden in 160 ml 0,5 M Schwefelsaure suspendiert 
und eine Stunde bei 45 ^'C geruhrt. AnschlieBend wird dreimal mit je 500 ml 
Wasser gewaschen. 



35 



Auf die vorbeschriebene Weise wird ein dendrimeres shielded phase 
Trennmaterial bereitgestellt. dess n hydrophobe R ste durch hydrophile 
Diolgmppierung n abgeschirmt sind. 
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Das folgende Anwendungsbeispiel 2 igt den EinfluS des Verzw igungs- 

nraHpji airf RinrlimncUor*-*-*;**** ..«*4 T — „ _ 

^.^^^ ^ — , — I i^imvciiiiuyeii ues I rennmatenais. 

Anwendungsbeispiel A: Etnflu& des Verzweigungsgrades 

Einfach bis siebenfach verzweigte DEA-derivierte Trennmaterialien (Proben 
2-7) werden entsprechend den Beispielen 5 und 6 hergestellt, 
unverzweigtes Vergleichsmaterial (Probe 1) wird in Analogie zu Beispiel 6 
hergestelft. wobei statt des dendrimeren oxiranhalligen Polymers das 
lineare Polymer aus Beispiel 1 benutzt wird. 

Diese Trennmaterialien werden jeweils in eine SuperFormancet Glassaule 
(50 X 10 mm) gefiillt und mit dem Auftragepuffer (50 mM TRIS-Puffer. 
pH 8,3) aquilibriert. Eine Losung von Rinderserumalbumin (10 mg/ml) in 
diesem Puffer wird kontinuierlich aufgetragen (FluS: 0.5 mi/min) und das 
Elutionsdiagramm durch Photometrie bei 280 nm gemessen. Aus der 
Durchbruchskurve wird die Kapazitat bestimml. Das Trennverhalten fiir 
Rinderserumalbumin wird ebenfalls bestimmt und als Selektivitatsfaktor a 
ausgedruckt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 zusammengestellt. 

Es zeigt sich, da& die Selektivitat a (Kurve A) von verzweigtem Material 
deutlich hoher ist als von unverzweigtem Material. Die Bindungskapazitat 
(Kurve B) nimmt. verglichen mit unverzweigten Vergleichsmaterial, bei 
geringer Verzweigung zu, faitt aber bei starker Verzweigung deutlich ab. 



Anwendungsbeispiel B: Wiederfindung von Carbamazepin in Plasma 

30 a) Apparatur 

Fig. 2 zeigt den apparativen Aufbau. darin bedeuten: 

1. Vorsaulen-Puffer 2. Analysen-Puffer 

3. HPLC-Pumpe (L-6000) 4. HPLC-Pumpe (L-6200) 

5. automatischer Probeng ber(AS-4000) 
35 6. automatisches Umschaltventil (ELV-7000) 

7. Vorsaule 8. analytische SSule 
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9. Detektor 10. Integrator (D-2500) 

'1 '1 AU^^Kt Uitil 

(Gerate von Fa. E.Merck, Darmstadt, Deutschland) 

In Fig. 3 sind die Leitungsverbindungen zwischen den Modulen in 
Abhangigkeit von der Stellung des Umschaltventils (6) dargestellt: 
Fig. 3a: Stellung "L" (LOAD) 
Fig. 3b: Stellung 'T' (INJECT) 



10 b) Chromatographische Bedingungen: 

Vorsaule ((8); 25 x 4 mnn): Trennmateriai. hergestellt nach Beispiel 9; 

Vorsaulen-Puffer (1): 0,05 M Na-Phosphat (pH 5,0); analytische Saule ((8); 

LiChrospher® 60 RP-select B, 5 pm. 125 x 4 mnn); Analysen-Puffer (2): 

0,05 M Na-Phosphat (pH 4,0)/Acetonitril (80:20; V:V); Detektion UV 210 
15 nm. 



c) Analysenzyklus 

Nach Injektion der Plasmaprobe (100 pi) durch den automatischen 
Probengeber (5) in Stellung "L" des Umschaltventils (6) geiangt die Probe 
20 mit Hilfe des durch die HPLC-Pumpe (3) geforderten Vorsaulen-Puffers ((1); 
FluSrate 0.5 ml/min) auf die Vorsaule (7). Der Analyt (Carbamazepin) wird 
von dem Trennmateriai der Vorsaule selektiv retiniert, wShrend Matrix- 
bestandteile. insbesondere Proteine, innerhalb von 12 Minuten in den 
Abfallbehaiter (1 1) eluiert werden. 

25 

Nach Umschalten des Ventils (6) in Stellung "I" wird der Analyt mit Hilfe von 
der HPLC-Pumpe (4) geforderten Analysen-Puffers ((2); Flufirate 0.8 
ml/min) innerhalb von 5 Minuten vollstandig von der Vorsaule (7) eluiert und 
auf die nachgeschaltete analytische Saule (8) transferiert. 

30 

Nach Umschalten des Ventils (6) in die Stellung "L" erfolgt die analytische 
Trennung unter isokratischen Bedingungen (FluBrate 0.8 ml/min). Die 
eluierten Verbindungen w/erden im Detektor (9) gemessen und im Integrator 
(lO)ausgewert t. Gleichz itig wird die Vorsaule mit Hilfe d r HPLC-Pumpe 
35 (3) fur einen neuen Analys nzyklus konditioniert. 
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d) Ergebnis 

In Cr;« A e^X^A C».-a: .1^—^^ 

... . -r ^ti.u viii? i-iuiiui louia^iciMiJiit; lur 

A: einen Kalibrator, der 0,5 mq Carbamazepin enthSilt, 
und 

5 B: eine Plasmaprobe (Humanplasma), die ebenfalls 0,5 |jg 
Carbamazepin enthSlt. 

Wie ersichtlich, wird der Analyt in der Plasmaprobe vollstSndig wieder- 
gefunden. 

10 



15 



20 



25 



30 
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Anspriich 

1 . Dendrimere Pfropfpolymerisate auf der Grundlage von hydroxyl- 
gruppenhaltigen Basistragem, auf deren Oberflachen Polymere 
kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daQ 

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthSIt, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren Qber eine endstSndige 
Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind, 

c) die Polymeren an den Verzweigungsstellen der dendrimeren 
Struktur Monomerelnheiten der Formel 11 enthalten 

-(cr'r^-crV 

I 

0=C-0-(CH2VCH-CHR'' " 



d) die dendrimeren Polymeren Monomerelnheiten der Formel III 
enthalten, 



20 -{CR^R^-CrV 



worin 

Ri, R2 und R3 unabhSngig voneinander 

H Oder CH3. 
R-* H, C-Cs-AlkyI Oder C6-C,2-Aryl, 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest X OH und der andere Rest X eine endstSndige Monomer- 
einheit einer weiteren Polymerkette darstellt, 
und 

Y einen Rest, der einen Separationseffektor enthait, 

bedeuten. 
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2. Dendrimere Pfropfpolymerisate erhSltlich durch folgende Reaktions- 

schriiie: 

a) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxyl- 
gruppenhaltigen Basistriger in Gegenwart von Cer-IV-lonen, 



0=C-0-{CH2)„CH-CHR* 

\ / 

o 



worin 

Ri, R2 und R3, unabhangig voneinander 
HoderCHa. 

15 H. d-Cs-Alkyl Oder Ce-dz-Aryl 

und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 

bedeuten, 

b) zumindestens teilweise Umsetzung der Oxirangaippen in 
20 Diolgruppen; 

c) Aufpfropfung von weiteren Monomeren, beispielsweise von 
weiteren Monomeren der Fomiel I, Oder auch Monomeren, die 
Separationseffektoren enthalten, in Gegenwart von Cer-IV-lonen; 

d) optionale, auch mehrfache Wiederholung der Schritte b) und c); 
25 e) Einfuhrung von Resten mit Separationseffektoren, soweit diese 

nicht bereits durch die Aufpfropfreaktion mit Monomeren, die 
Separationseffektoren enthalten, eingefuhrt sind; 
f) optionale RingOffnung verbliebener Oxirangruppen. 

3Q 3. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 1 oder 2. dadurch 
gekennzeichnet. daB der Separationseffektor einen ionischen oder 
ionogenen Rest enthSlt. 
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4. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
rsiCMMct, uau Bin r\6st Y ndch ForiTicI i V enihaiten ist, 



0=C-0-(CH2)„-CH-CHR' IV 

i I 

z z 



35 



wonn 



H, Ci-Cs-Alkyl oder Cg-Cij-Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5. 

ein Rest Z OH und der andere Rest Z einen Rest, ausgewahit aus der 
Gruppe NR5R6, N*R5R6R7, PO4H2 und SOaH, 
und 

Rs, R6 und R7 unabhangig voneinander 

CrC4-Alkyl. wobei einer oder beide Reste Rs oder Re 
auch H sein kann, 

bedeuten. 

5. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet. daR ein Rest Y nach Fonnel VI enthalten ist, 



0=C-W ^' 



worin 

W OH Oder NHRe 

und 

Ci-Cio-Alkyl, das mit einem Amino-. Monoalkylamino-, 
Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- oder 
Sulfonsaurerest substituiert ist. 

bedeuten. 

6. Dendrim re Pfropfpolymerisate nach Anspruch 1 oder 2. dadurch 
gekennzeichn t. daB der Rest Y einen Affinitatsliganden enthait. 
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7. D ndrimere Pfropfpotymerisate nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeicnnet. daB der Rest Y einen hydrophoben Rest enthait. 

Verwendung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten mit den Merk- 
malen von Anspruch 1 Oder 2 bei der Trennung von Gemischen 
mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von 
Biopolymeren, mittels Flussigkeitschromatographie, insbesondere 
mittels lonenaustausch-, hydrophober Interaktions- oder Affinitats- 
chromatographie. 

Verwendung nach Anspruch 8. wobei Analyte aus biologischen 
Matrices abgetrennt werden. 

Verfahren zur Herstellung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten, 
gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 
a) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxyl- 
gruppenhaltigen Basistrager in Gegenwart von Cer-IV-lonen, 

cr'r^=cr^ 

i 

I 

0=C-0-(CH2)„CH-CHR'' I 

\ / 

O 

worin 

Ri. R2 und R3 unabhdngig voneinander 
H Oder CH3. 

R* H, d-Cs-Alkyl oder Cs-Ciz-Aryl 

und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 

bedeuten, 

zumindest teilweise Umsetzung der Oxirangruppen in Diol- 
gruppen; 

35 
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c) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I oder von Monomeren 

der Fomnel V auf die in Schrltt entRtanHpnpn ^inlnrllr^r^^r^ ;« 

— .-.^.-p,,-^ 

Gegenwart von Cer(IV)ionen, 



CR^R^=CR^ 



I V 

o=c-w 



worin 

-IQ W OHoderNHRB 

und 

Re CrCio-Alkyl. das mit einem Amino-, Monoalkylamino-. 
Dialkylamino-. Trialkylammonium-, Carboxyl- oder 
Sulfonsaurerest substituiert ist, 
-I5 bedeuten, 

wobei die Schritte b) und c) einmal oder auch mehrfach 
wiederholt werden konnen, 

und 

20 ^) Einfuhrung der Reste. die die Separationseffektoren enthalten, 

soweit diese nicht bereits durch die Aufpfropfreaktion mit 
Monomeren der Formel V erfolgt ist. 



1 1 Verfahren zur Trennung von Gemischen mindestens zweier Substan- 
25 2en. insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels Flussig- 

keitschromatographie, insbesondere mittels lonenaustausch-. 
hydrophober Interaktions- oder Affinitatschromatographie, unter 
Venvendung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten mit den Merk- 
malen von Anspruch 1 oder 2. 

30 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , wobei Analyte aus biologischen Matrices 
abgetrennt werden. 
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